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摘要 : 以 Balb/C 小 鼠 为 实验 动物 ， 探 讨 了 埃及 伊 蚊 4edes aegypti 唾液 对 登 车 病毒 感染 宿主 的 影响 。 结 果 显 示 ， 在 皮下 接种 
剂量 相同 的 情况 下 ， 如 果 Balb/C 实验 小 鼠 预 先 被 一 定数 量 的 埃及 伊 蚊 叮 咬 以 后 ， 实 验 小 鼠 感 染病 毒 的 程度 有 所 提高 ， 血 清 
中 的 抗体 滴 度 明显 降低 ， 腹 腔 巨 噬 细 胞 感染 登 革 病 毒 的 阳性 率 及 感染 的 时 间 动 态 曲线 也 有 了 明显 差异 ， 感 染 高 峰 期 延迟 。 这 
些 说 明 实验 小 鼠 被 媒介 蚊虫 叮咬 以 后 变 得 相对 容易 被 登 革 病 毒 感染 ， 可 能 是 媒介 蚊虫 叮咬 小 鼠 时 分 泥 的 唾液 对 宿主 的 免疫 
反应 系统 有 一 定 作 用 。 因 此 可 以 初步 表 定 埃及 伊 蚊 在 登 革 病 毒 的 感染 传播 过 程 中 ， 影 响 了 Balb/C 实验 小 鼠 的 免疫 功能 ， 对 
登 革 病 毒 的 感染 有 一 定 推动 作用 。 
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Mosquito-induced enhancement of Dengue virus infection in mice 

ZHU Li-Hua，ZHAO Tong-Yan’ , DONG Yan-De, LU Bao-Lin (Department of Vector Biology and Control, Institute of 
100071， China? 

Abstract: Dengue fever (DF )/dengue haemorrhagic fever (DHF? is one of the most important human arbo-virus infec- 
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Hous diseases in tropical and subtropical areas with increasing numbers of patients and the expanslon of epidemic areas. 
Understanding the mechanisms of its infection and spread is the foundation for effective surveillance and control of this 
disease and its mosquito vector. The saliva secreted by feeding mosquitoes is not only the liquid vector of virus transmis- 
sion, but can also enhance virus lnfection through immuno-modulation of its vertebrate host. This paper reports experim- 
ents that sought to determine i the DEN-2 virus infection in Balb/C laboratory mice could be enhanced by the vector mos- 
quito Aedes aegypti. After being bitten by a number of mosquitoes, mice were injected intravenously with defined titers of 
the DEN-2 virus. The differences in viremia, the titers of DEN-2 antibodies and the infection rates of macrophages in the 
abdominal cavities of these mice were observed and compared with those of mice that had only been injected with the 
DEN-2 virus. The results showed mice that had been bitten by vector mosquitoes were more easier infected with the DEN- 
2 virus; periods of viremia were extended from 1 — 2 days to 4 days, antibody titres dropped from 1:64, 1:96 to 1:16 
and 1:32 respectively in the 4th and 7th days atter injection while infection rates of macrophages varied over the first 7 
days. These results indicate that vector mosquito bites can enhance the infection of mice with the DEN-2 virus. 
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媒介 蚁 上 忠 叮 咬 宿 主 吸血 时 分 泌 的 上 唾液 不 仅 是 病 
毒 传 播 的 液体 环境 ， 还 可 能 通过 影 啊 宿 主 的 免疫 作 
用 ， 对 蚊 媒 病毒 感染 宿主 有 一 定 推动 作用 。 近 几 年 
的 研究 发 现 了 媒介 蚊虫 的 这 种 推动 作用 ， 对 Cache 
valley 病毒 感染 传播 研究 发 现 只 有 通过 蚊虫 有 效 的 
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叮咬 Balb/C 实验 小 鼠 才 能 产生 病毒 血 症 和 相应 的 
抗体 ， 而 仅 皮 下 注射 病毒 则 不 能 〈《Eqwarqs et al.; 
1998); 用 感染 LAC 病毒 的 蚊虫 叮 咬 比 皮下 注射 同 
样 剂量 的 病毒 能 使 动物 宿主 产生 更 高 的 病毒 血 症 
《Osorio et ql .，1996)。 研 究 还 发 现 埃 及 伊 蚁 hedes 
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GE 于 唾液 腺 裂解 液 能 抑制 或 调节 动物 宿主 免疫 反 

这 ， 能 抑制 大 白 妃 离 体 肥大 细胞 分 泌 肿 瘤 坏死 因子 
TNF-a 《Bissonnette et al.，1992)，TNF-a 在 动物 体 
内 既是 免疫 调节 因子 ， 又 是 效应 因子 ， 在 免疫 应 答 
过 程 中 有 不 可 缺少 的 作用 ;: 能 抑制 Balb/C 小 忌 离 
体 工 细胞 的 增殖 及 其 细胞 因子 IL-2、IFN-y、IL-4、 
IL-5 的 分 谈 《〈Cross et al.，1994)， 这 些 因 子 在 宿主 
体内 是 重要 的 免疫 调节 因子 。 媒 介 屁 忠 对 病原 体感 
染 传 播 的 推动 作用 在 其 他 上 忠 媒 病 研 究 中 也 发 现 ， 白 
蛤 Lutzomyia longipalpis 唾液 的 裂解 液 能 使 实验 小 忌 
对 利 什 么 原虫 Leishmania major 的 感染 剂量 大 幅度 降 
低 ， 有 助 于 利 什 息 原 忠 在 宿主 体内 的 增殖 《Titus 
and Ribeiro，1988)。 本 研究 以 登 半 病 毒 感染 Balb/C 
小 鼠 作 为 研究 靶 标 建立 这 类 实验 的 动物 模型 ， 并 探 
讨 媒介 蚊虫 埃及 伊 蚊 唾液 对 登 半 病毒 感染 宿主 是 全 
具有 一 定 的 推动 作用 ， 如 实验 小 鼠 能 否 感染 登 革 病 
毒 、 产 生病 毒 血 症 和 相应 抗体 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

埃及 伊 蚁 :实验 室 常 规 饲养 ,温度 25 + 19C， 
相对 湿度 80% + 5%， 光 照 14 h。 登 半 工 型 病毒 
CDEN-2): 新 几内亚 B 株 ， 乳 鼠 脑 传代 ， 液 氮 冻 存 
备用 。C6/36 细胞 : 28%，5% C0, 培养 条 件 下 ， 
DMEM ( 含 10% 胎 牛 血 清 》 传 代 培 养 。 实 验 小 忆 ; 
Balb/C， 上 肉 性 ，5 ~ 6 周 龄 ， 购 于 军事 医学 科学 院 实 
验 动 物 中 心 。 羊 抗 免 《 鼠 》 FTITC 荧光 标记 二 抗 ， 
北京 中 山 生 物 技 术 公司 。 
1.2 ”DEN-2 病毒 感染 Balb/C 实验 小 鼠 

用 一 次 性 PE 手套 包 住 小 局 ， 在 其 腹部 前 一 
2 cm Xx 2 cm 的 空 仙 以 让 蚊虫 叮咬 ， 目 测 计数 ， 每 只 
被 叮咬 50 次 。 叮 咬 后 马上 接种 2% DEN-2 鼠 脑 病 
毒 ， 采 取 腹 部 皮下 多 点 注射 接种 , 分 5 ~6 位 点 ， 
每 只 注射 量 为 0.1 mL 2% DEN-2 鼠 脑 病毒 悬 液 ， 病 
毒 效 价 107 ”83 TCID50,， 然后 按 组 分 笼 有 喂养 。 分别 
在 小 也 感染 DEN-2 病毒 后 1、2、3、4、5、6、7、 
14、21、28 天 ， 有 眼球 取 血 ， 分 离 血清 用 于 检测 病毒 
或 抗体 滴 度 ， 拉 有 侨 处 死 ， 新 洁 尔 灭 浸泡 消毒 ， 常 规 
免疫 学 方法 分 离 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 ， 洗 涤 2 次 ， 涂 
片 后 丙酮 固定 ， - 20 和 保存 备用 。 
1.3 ”RT-PCR 检测 血清 DEN-2 病毒 RNA 

上 游 引物 Pl: $- CTG ATT TCC AT (A，C，G， 


T) CC 《A，G) TG-3'， 下 游 引 物 P2: 5'-AAG CTT 
GAG ATG GAC TTT-3'。 血 清 病毒 RNA 提取 : 200 nL 
小 忌 血 清 加 1 mL Trizol 裂解 液 《〈Gibco 公司 产品 )， 
氯仿 抽 提 ， 异 肉 醇 沉 演 ,沉淀 溶 于 20 nL 双 蒸 水 
(dd 四 0)。 立 即 进 行 RT 反应 。PCR 循环 条 件 : 
95 亿 预 变性 5 min、94% 变 性 1 min、5S$% 复 性 45 s、 
72% 延 伸 1 min，30 个 循环 ，72% 延伸 10 min。19% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 观 察 、 拍 照 。 
1.4 小 鼠 血 清 DEN-2 病毒 中 和 抗体 检测 
间接 免疫 痰 光 染 色 ， 小 鼠 血 清 按 比例 稀释 成 4 
个 实验 浓度 梯度 ，0C6/36 DEN-2 病毒 作为 抗原 ， 以 
正常 C6/36 细胞 涂 片 、 正 常 小 鼠 血 清 为 阴性 对 照 ， 
每 步 均 设 空白 对 照 ，3 次 重复 ， 计 算 抗 体 效 价 。 
1.5 小 鼠 腹 腔 巨 哗 细 胞 病毒 检测 
间接 免疫 荧光 染色 : 10 狗 山羊 血清 封闭 ， 以 锡 
抗 C6/36 DEN-2 病毒 抗体 为 一 抗 ，FITC 标记 于 抗 免 
抗体 为 二 抗 ， 区 光 显 微 镜 下 观察 ， 选 择 视野 较 清楚 
区 域 计 数 ， 数 200 个 细胞 ， 重 复 3 次 ， 统 计 阳 性 


率 。 以 正常 未 接种 小 鼠 细 胞 涂 片 为 阴性 对 照 ， 每 步 
均 设 空白 对 照 ，3 次 重复 。 
2 ”结果 


2.1 ”RT-PCR 检测 Balb/C 小 鼠 血 清 病 毒 RNA 结果 

接种 后 5 天 内 的 小 鼠 血 清 用 RT-PCR 检测 了 血 
清 中 的 病毒 RNA〈 图 1)， 每 组 数据 检测 3 只 小 鼠 ， 
结果 发 现 对 照 接 种 一 般 1~ 2 天 内 可 检测 到 阳性 ， 
接种 后 第 1 天 3 只 有 2 只 阳性 (2/3)， 第 2 天 1 只 
昌 性 (1/43)， 埃 及 伊 蚁 叮咬 以 后 到 第 4 天 可 检测 到 
阳性 《2/3)》〈 表 1)， 说 明 腹 部 皮下 接种 能 使 Balb/C 
小 鼠 产 生 1 ~ 2 天 的 病毒 血 症 ， 蚊 虫 叮咬 可 使 病毒 
血 症 维持 时 间 延 长 ， 可 能 是 有 助 于 病毒 在 体内 存 
活 ， 不 被 免疫 细胞 吞噬 。 
2.2 对 DEN-2 感染 Balb/C 小 鼠 以 后 血清 中 和 抗体 
产生 的 影响 

分 别 测定 了 接种 后 4、7、14、21、28 天 的 
Balb/C 小 鼠 血 清 中 DEN-2 特异 性 抗体 滴 度 ， 结 果 见 
表 2。 埃 及 伊 蚁 叮咬 组 4~ 14 天 内 均 比 对 照 接 种 组 
要 低 ， 第 4、7 天 差异 明显 《P <0.01)， 而 21、28 
天 抗体 滴 度 与 对 照 接种 组 没有 太 大 区 别 ， 说 明 媒 介 
蚊虫 埃及 伊 蚊 串 咬 以 后 使 Balb/Cc 小 鼠 血 清 抗 体 产 
生 延 返 ， 持 续 时 间 相 对 较 长 ， 但 抗体 滴 度 总 体 较 
1 
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图 1 RT-PCR 检测 BalbiC 小 鼠 血 请 中 的 DEN-2 病毒 RNA 


Fig. 1 


DEN-2 virus RNA in sera of BalbiC mice detected with RT-PCR 


站 : 对照 接种 组 (control?; B: 埃 玉 人 恨 蚊 组 【4 ，aegypii group)?: M: 标准 分 村 量 【DNA markers): 
1 ~5: 感染 后 1 ~5 天 (1 -5 days after infection’ 


表 1 RT-PCR 检测 Balb/C 小 鼠 血 清 中 的 DEN-2 
病毒 RNA 《阳性 数 /实验 数 》 
Table 1 Den-2 virus RNA in sera detected with 
RT-PCR ‘positiveftotal tests)? 


分 组 感染 后 天 数 【 天 ) Days after infection 
(roup 1 2 3 4 5 
对 照 接 种 组 control 23 23 03 03 053 


埃及 仇 蚊 组 4 .4eeypii grotp 33 33 23 2 08 


表 2 DREN-2 病 毒 感染 宿主 以 后 血清 中 和 抗体 的 时 间 动 态 
Table 2 DEN-2 antibody titers in sera after infection 


分 组 Group 
4 了 ]4 了 1 28 


埃及 仇 蚁 组 de. aegymi group 1:16* 1:20* 1:48 1:32 1:16 


对 照 接种 组 control 1l:48 1:96 1:80 1:32 1:8 
# 经 统计 学 检验 ， 与 对 照 接种 组 有 显著 性 差 寞 (P<0.01? 
Data with asterisk are sipgnificantly different by statistic test C P < 0.012 


2.3 ”对 Balb/C 小 岂 腹 腔 巨 哄 细 胞 DEN-2 阳性 感染 
率 的 影 曙 

用 免疫 效 沧 的 方法 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 中 登 单 
病毒 进行 检测 ， 在 奖 光 显微镜 下 观察 计数 ， 发 黄 绿 
色 荧 光 的 是 阳性 感染 的 细胞 《图 27。 统 计 结 果 见 
表 3， 与 对 照 接 种 组 相 比 ， 在 感染 后 前 3 天 感染 率 
有 差异 《P<0.01)， 第 1 天 感染 率 相 对 低 ， 第 2 天 


感染 后 天 数 ( 天 》Days after irfection 


感染 率 上 升 ， 比 对 照 接种 组 高 ， 第 3 天 以 后 下 降 ， 
3~ 1 天 均 相 对 比 对 照 接种 组 可 癌 ， 显 示 上 腹腔 已 噬 
细胞 DEN-2 感染 有 差异 ;对照 接种 第 1 天 是 高 峰 ， 
以 后 下 降 ， 而 埃及 伊 蚊 叮咬 组 在 感染 后 第 2 天 是 高 
峰 ， 比 对 照 接 种 组 延迟 ， 说 明 埃 及 贫 蚊 叮咬 对 腹腔 
巨 噬 细 胞 的 感染 DEN-2 有 一 定 影响 ， 尤 其 在 DEN-2 
感染 初期 。 


3 讨论 


媒介 昆虫 对 虫 媒 病 感 染 传 播 增强 的 研究 可 以 从 
两 个 方面 来 探讨 ， 或 能 降低 虫 灌 病 毒 敏 感动 物 的 感 
染 剂 量 玛 增强 感染 致 病 能 为 ， 或 在 一 定 的 条 件 下 能 
促使 非 人 敏感 动物 感染 。 上 有 目前 已 在 两 种 蚁 媒 病 毒 La 
Cross 病毒 、Cache valley 病毒 的 研究 中 友 现 关羽 感 
染 增 强 的 结果 ( Edwards et al.， 1998; Osorio et 
Ql .，1996;， 在 登 间 病毒 方面 类 似 的 研究 以 前 未 见 
有 报章 。 我 们 的 研 冤 友 现 ， 巡 介 蚊虫 埃及 贫 蚊 叮咬 
以 后 能 使 DEN-2 病毒 感染 Balb/C 实验 小 鼠 产 生 的 
病毒 血 症 由 T~2 天 延长 到 3~4 天 ， 同 时 抗体 产生 
延缓 且 水 平 降低 ， 这 说 明 蚁 虫 叮 咬 对 登 划 病毒 感 染 
宿主 有 一 定 的 促进 作用 ， 但 具体 机 制 还 有 行进 一 步 
探讨 。 
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图 2 Balb/C 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 免疫 荧光 照片 (400 x ) 
Fig. 2 DEN-2 virus in macrophages of Balb/C mice detected with IFA (400 x ) 
A: 对 照 接种 组 (control); B: 埃及 伊 蚊 组 (4e. aegypti group); 1~2: 感染 后 第 1~2 天 (1 -2 days after infection) 


表 3 DEN-2 感染 Balb/C 小 鼠 以 后 腹腔 巨峰 细胞 的 阳性 感染 率 (%) 
Table 3 Den-2 virus infection in macrophages after infection (%) 


感染 后 天 数 (天 ) Days after infection 


分 组 Group 
1 2 3 4 5 7 14 
对 照 接 种 组 control 64.5+7.2 28.3+5.0 12.5 +4.2 8.3+2.7 5.54+1.5 4.2+1.0 4.7+1.0 
埃及 伊 蚊 组 he. aegypti group 28.8+5.2" 50.5+3.2° 25.2+5.8" 15.24+5.5 10.5+4.2 7.8+2.5 J.3E1.3 


* 经 统计 学 检验 ， 与 对 照 接种 组 有 显著 性 差异 (P < 0.01) 


Data with asterisk are significantly different by statistics test (P < 0.01) 
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媒介 蚊虫 唾液 对 宿主 的 细胞 免疫 系统 和 抗体 产 
生 的 体液 免疫 系统 均 可 能 有 影响 ， 病 毒 血 钙 时 间 延 
长 ， 说 明 影 响 了 非特 异性 免疫 细胞 的 吞噬 作用 ， 对 
登 草 病毒 的 杀 灭 作用 减弱 ， 腹 腔 巨 噬 细 胞 中 登 革 病 
毒 感染 规律 的 变化 说 明了 这 一 点 ， 感 染 后 第 1 天 的 
感染 率 降 低 ， 说 明知 噬 能 力 的 降低 ， 但 具体 情况 还 
需要 进一步 对 巨 喉 细胞 的 功能 进行 相应 研究 。 同 时 
研究 还 表明 媒介 蚊虫 叮咬 对 登 划 病毒 抗体 产生 过 程 
及 抗体 滴 度 均 可 能 有 影响 ， 抗 体 产生 有 一 定 延 缓 趋 
势 ， 抗 体 滴 度 也 有 所 下 降 ， 可 能 是 通过 影响 了 巨 鸣 
细胞 的 功能 继而 进一步 影响 了 登 革 病 毒 特 异性 抗体 
的 产生 ， 如 果 能 进一步 在 宿主 免疫 机 理 方面 深入 研 
客 ， 如 工 细 胞 亚 群 方面 、 巨 噬 细 胞 吞 吹 功 能 方面 等 
做 一 些 分 析 可 能 对 这 一 问题 会 有 一 个 更 清楚 的 认 
识 ， 也 许 作 用 是 多 方面 的 。 蚊 虫 对 宿主 细胞 免疫 的 
影响 目前 只 有 一 些 离 体 实验 的 研究 报道 《Bisson- 
nette et al.，1992; Cross et ol .，1994)， 说 明 能 
效 抑 制 或 调节 宿主 的 免疫 应 答 反 应 ， 但 这 些 作 用 在 
登 蔷 病毒 感染 过 程 中 起 何 种 效应 还 不 清楚 。 研 究 发 
现 埃 及 仇 蚊 舒 血 管 物 唾液 脲 激 肽 是 一 种 结构 和 功能 
与 哺乳 动物 体内 的 P 物质 类 似 的 速 激 肽 类 物质 
CChampagne et al.，1994), P 物质 是 哺乳 动物 体内 
神经 肽 类 免疫 调节 物质 ， 具 有 多 种 生理 效应 ， 如 促 
进 T 细 胞 的 增殖 、 巨 叭 细胞 的 代谢 爆发 杀菌 能 力 增 
强 及 炎症 分 子 的 分 泌 等 ， 也 可 使 免疫 球 香 白 的 合成 
增加 ， 诱 导 特 异性 免疫 反应 ， 唾 液 乳 激 肽 可 能 也 县 
有 一 坚 类 似 的 免疫 调节 作用 ， 虽 然 未 见 有 研究 报道 
来 证 实在 白 蛤 传播 黑 热 病 的 研究 发 现 长 须 白 蛤 唾液 
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物质 在 感染 发 生 的 星期 抑制 了 已 喉 细胞 抗 筷 递 呈 细 
胞 的 功能 《Theodos et al.，1991; Theodos and Titus， 
1993)， 减 少 对 利 什 息 原 忠 的 杀伤 免疫 ， 也 许 这 种 
机 制 在 蚊 媒 病毒 的 感染 传播 过 程 中 可 能 有 类 似 之 
处 。 
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